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Samenvatting
Polymorfe enzymloci zijn zeer algemeen bij planten en dieren. Er zijn veel
aanwijzingen dat tenminste een aantal van deze polymorfieën in stand wordt
gehouden door natuurlijke selectie. Het alcohol dehydrogenase (Adh) locus van
Drosophila melanogaster is in dit opzicht één van de best onderzochte loci. De
twee allelen, Fast (F) en Slow (S), komen voor in vrijwel alle populaties over
de hele wereld. Van deze polymorfie is zeer veel bekend, zowel op oecologisch,
lysiologisch, biochemisch als moleculair gebied.
Het ADH enzym katalyseert de afbraak van alcohol. Dit is in de natuur van
belang, omdat Drosophila melanogaster onder andere haar eieren legt in
rottende vruchten, waarin door gisting ethanol ontstaat. Voor de vraag of
natuurlijke selectie aangrijpt op de polymorfie is het van belang dat de
genotypen sterk verschillen in in vitro ADH activiteit: die van ÁdhFF
homozygoten is 3x zo hoog als die van Adhss homozygoten. Het blijkt dat de
overleving van de Adh-genotypen in aanwezigheid van toxische hoeveelheden
ethanol en andere alcoholen positief gecorreleerd is met ADH activiteit. De
efficiency van detoxificatie van alcoholen, en daardoor de sterfte, is dus
genotype aftrankelijk,
Aangezien enzymen functioneren in metabolische netwerken met veel
andere enzymen, kunnen er interacties tussen enzymen optreden. Er zijn
verschillende aanwijzingen voor het optreden van interacties tussen de effecten
van het Adh locus en het a-glycerolfosfaat dehydrogenase (uGpdh) locus. Ook
dit locus is polymorf en heeft twee allelen, Fast (F) en Slow (S), die in vrijwel
alle populaties over de hele wereld voorkomen. Interacties tussen de effecten
van ADH en gGPDH zouden via twee metabolische routes kunnen
plaatsvinden: beide enzymen spelen een rol in de vetsynthese en beide spelen
een rol in de oxydatie/reductie van NAD.^IADH. Bovendien zljn er
aanwijzingen voor het optreden van natuurlijke selectie in milieus zonder
alcohol bij zowel de Adh als de aGpdh polymorfie. Dit blijkt onder andere uit
het feit dat polymorfe populaties, gehouden op norÍnaal voer, en gestart met
verschillende allelfrequenties, naverloop van tijd convergeren naar een bepaalde
evenwichtsfrequentie.
Dit proefschrift beschrijft een onderzoek naar het optreden van interacties tussen
de effecten van de Adh en aGpdh loci in omstandigheden zonder alcohol en de
gevolgen hiervan voor het optreden van natuurlijke selectie.
In de hoofdstukken 2,4,6 en 7 worden experimenten beschreven met lijnen
van alle negen mogelijke verschillende combinaties van de allelen van Adh en
aGpdh. Deze lijnen zijn zeer nauwkeurig, op dezelfde manier, door kruising
verkregen, zodat ze een eendere genetische achtergrond hebben, waardoor
invloed van andere genen dan Adh en aGpdh zoveel mogelijk wordt uitgesloten.
De verschillende AdhlaGpdh genotypen verschillen in een aantal
eigenschappen, waaronder ontwikkelingsduur (hoofdstuk 2), hitteresistentie
(overlevingsduur bij 35"C; hoofrlstuk 4) en hongerresistentie (overlevingsduur
zonder voedsel; hoofdstuk 6). Ook in adult gewicht, triglyceridegehalte en ADH
en cTGPDH enzymactiviteit bestaan genotypische verschillen. Adult eiwitgehalte
en zuurstofuerbruik zijn gelijk voor alle AdhluGpdh genotypen. In hoofdstuk 7
wordt beschreven dat reeds in het larvale stadium ver.chillen bestaan tussen de
AdhluGpdh genotypen in gewicht, eiwitgehalte, triglycericiegehalte en
zuurstofuerbruik. De mate waarin bovengenoemde eigenschappen beïnvloed
worden door Adh en aGpdh varieert per eigenschap: van maximaal 2% bij
ontwikkelingstijd tot brjna 300%o brj ADH enzymactiviteit. Ook de mate waarin
interacties tussen de effecten van Adh en aGpdh optreden varieert per
eigenschap. Vooral bij hitte- en hongerresistentie treden sterke interacties tussen
Adh en aGpdh op: respectievelijk 73 en 4lYo van het totale genotypische effect.
In de hoofdstukken 3 en 5 wordt beschreven dat de bestudeerde
eigenschappen iet alleen beïnvloed worden door Adh en aGpdh, maar ook door
andere genen: hoofdstuk 5 beschrijft de ontdekking en lokalisering van een
nieuw gen, l(2)hs, dat een zeer sterke invloed heeft op de overleving van
vliegen bij 35"C. Hoofdstuk 3 beschrijft de lokalisering van een 1àctor met
sterke invloed op de ADH enzymactiviteit. Normaal hebben ÁdhFr genotypen
ongeveer drie keer zoveel ADH enzymactiviteit als Adhss genotypen, maar de
in hoofclstuk 3 beschreven AdhFF lijn heeft ongeveer de enzymactiviteit van een
Adhss lijn. Dit wordt veroorzaakt door een modificerende factor op het tweede
chromosoom (waarop ook Adh en aGpdh liggen).
Uit analyses van de correlaties tussen verschillende eigenschappen blijkt dat
er in het algemeen een positief verband bestaat tussen groei (toename in
gewicht, eiwit en triglyceriden), ADH en cTGPDH enzymactiviteit en
metabolisme (zuurstofuerbruik). Dit positieve verband wijst op functionele
verschillen tussen de AdhloGpdh genotypen wat betreft hun rol in de
oxydatie/reductie van NAD*^IADH. Hoge groeisnelheid is bovendien
gecorreleerd met koÍe ontwikkelingsduur, wat in overeenstemming is met de
voor Drosophila fiÍ de literatuur bekende modellen. De positieve correlatie
tussen groeisnelheid en metabolisme is in tegenstelling met wat voor andere
diergroepen uit de literatuur bekend is en zou specifiek kunnen zijn voor de
metabolische processen waarin ADH en cTGPDH een rol spelen.
Hongerresistentie blijkt sterk positief gerelateerd te zijn met het
triglyceridegehalte bij het begin van de test, wat in overeenstemming is met het
feit dat triglyceriden de belangrijkste metabolische reserve vormen. Er zijn geen
genotypische verschillen aangetoond in de snelheid waarmee deze reserves
gebruikt worden, wat overeenkomt met het ontbreken van genotypische
verschillen in metabolisme bij volwassen vliegen. Voor hitteresistentie zijn














































De gevonden verschillen tussen AdhlaGpdh genotypen kunnen verschillen in
selectie tot gevolg hebben. Deze aspecten zijn vooral geanalyseerd in relatie tot
de wereldwijde clines die voor zowel Adh als uGpdh allelfrequenties bekend
zijn. Deze clines worden gekenmerkt door een positieve correlatie tussen de
frequenties van AdhF en uGpdhs en breedtegraad. Globaal gesproken worden dus
in tropische gebieden hoge Adhs en aGpdhF frequenties gevonden en in
gematigde gebieden hoge AdhF en uGpdhs lrequenties. De klimatologische
verschillen tussen deze gebieden stellen specifieke eisen aan de eigenschappen
van de er voorkomende Drosophila populalies. Algemeen gesteld zal in de
gematigde gebieden de nadruk liggen op de overleving van de winter (door
volwassen vliegen) en de snelle opbouw van populatie-aantallen in de zomer
(dat wil zeggen: korte generaties en veel nakomelingen). Daarentegen zullen in
de tropische gebieden de populatie aantallen meer stabiel zijn en zal de nadruk
liggen op concurrentie en (hitte-)stressresistentie.
In overeenstemming met bovengenoemde verschillen wordt in hoofdstuk 2
beschreven dat de genotypen die het meest algemeen zijn in de gematigde
gebieden een relatief korte ontwikkelingsduur (korte generaties) hebben en een
hoog lichaamsgewicht (hoge reproduktie). Bovendien is de hongerresistentie van
deze genotypen relatief hoog (hoofdstuk 6), wat overleving van de winter kan
bevorderen. Wat betreft hitteresistentie (hoofdstuk 4) worden er wel grote
verschillen tussen de AdhluGpdh genotypen gevonden, maar geen relatie met
het voorkomen van deze genotypen in tropische of gematigde gebieden. Wel
zou het relatief lage larvale metabolisme (hoofdstuk 7) van genotypen die het
meest algemeen zijn in tropische gebieden kunnen wijzen op een hogere
stressresistentie van deze genotypen.
Algemeen wordt aangenomen dat voor de handhaving van enzympoly-
morfieên binnen populaties een relatief hoge fitness van het heterozygote
genotype één van de belangrijkste factoren is. In dit onderzoek zijn diverse
gevallen gevonden van zulk heterozygoot voordeel: lichaamsgewichÍ (Adh),
triglyceridegehalte (aGpdh) en hitteresisÍentie (aGpdh). Bovendien is in geen
enkel geval heterozygoot nadeel gevonden. Het is dus inderdaad mogelijk dat
heterozygoot voordeel bijdraagt aan de handhaving van de Adh en aGpdh
polymorfieën binnen populaties.
Samenvattend kan gesteld worden dat een aantal eigenschappen van Drosophila
melanogaster blijken te verschillen tussen ÁdhlaGpdh genotypen in
omstandigheden zonder alcohol. Het is aannemelijk dat dergelijke verschillen
adaptief zijn en bijdragen aan de handhaving van de polymorfieën van Adh en
aGpdh. Bovendien zijn voor een aantal eigenschappen interacties tussen de
effecten van Adh en aGpdh gevonden. Deze interacties lijken echter geen
belangrijke rol te spelen bij de handhaving van de polymorfieën van Adh en
aGpdh. Het vaststellen van functionele relaties tussen de bestudeerde
eigenschappen en de genlenzym systemen blijkt zeer moeilijk te zijn, vooral in
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gevallen waarbij interacties optreden. Dit is in overeenstemming met het idee
dat tussen enzympolymorfieën complexe interacties optreden, omdat ze
functioneren in een complex metabolisch netwerk. Desalniettemin zijn verfijnde
wetenschappelijke technieken, zoals het gebruik maken van trc NMR,
bijvoorbeeld met gelabelde suikers, veelbelovend voor het verder ontrafelen van
het belang van bepaalde enzymen in dergelijke metabolische netwerken.
Bovendien zijn belangrijke vorderingen in de studie van adaptieve aspecten van
de polymorfieên van Adh en aGpdh te verwachten van veldstudies waarbij de
specifieke omstandigheden van populaties in verschillende klimaten bestudeerd
worden.
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